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By: 




C. MitChard 
No. 29,009 



611966 



OFICINA ESPANOLA ^..uMlh^ 

de 

PATENTES y MARCAS 




CERTIFICADO OFICIAL 

Por la presente certifico que los documentos adjuntos son copia exacta 
de la solicltud de PATENTE de INVENCION numero PCT/ES96/00130 . 
que tiene fecha de presentacion en este Organismo el 13 de Junio de 
1996. 




COPJA PARA LA OFICIiMA RECBPTORA 

■ Para uso de ta OHcina recepcora unicamcnte — — i« 

1^ E S 3 8 / 0 0 1 3 0 

fll 3 JUN 1S96 13.0& 96 

fecha da^tfesentacibn intemacional 

.4^EMANDE INTERNATIONALE PCT 
^^^^^OLICITUD INTERNACIONAL PCT 
^S^bre de ia Qficina receptora y "Solicicud intemactonal PCT* 



Rcferencia al expediente del soHcitante o del mandacario (sise desea) 
(como mdximo. 12 caracteres) 



Recuadro N" I TFTULO DE LA LNVENCION 
PROTEINAS VEGETALES 




Recuadro N* II SOLICITAiNTE 


Nombre V direccion* (ApeUidoseauidadflnombre: endcasodtunanersonajuridica. laeUsixnacidnoficial 
' * cumpUta. En la dirfccion d^bin Jiffurar el codixo posial y d 

OONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS 
Serrano, 117 
28006 MADRID 
ESPANA 


1 1 Esta persona es tambien 
' ' un inventor. 


N" de tclefono 


N^defacstmil 


N*de (eleimpresora 


Estado de nacionalidad: 

ESPANA 


Estado de domicilio: 

espaRa 


Esta persona es i 1 lodo^ los Estados nP tcrioslcsEsLadosdcsigmidossalvolos ( 1 los Estados Unidos dc 1 I los Esudos indicodos cn cl 

solicitance para: | | designados Ulj Estados Umdosde.Mixrica I I Amcnca unicamcnte j 1 recuadro supkmcnuno 


Recuadro III OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) LNVENTOR(ES) 


Nombre V direccioa* {ApelUdoscnuidodd nombre: enelcasode una persona juridica, iadesi gnat ion oftcial 
^ ' compleia. En la direcciondebenjljiurar el codigo postal y el nombre del pats.) 

GUTIERREZ-ARMENTA , Crisanto 

Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa" (CSIC-UAM) 
Uhiversidad Autonoma 
28049 CANTOBLANCO (Madrid) 
ESPANA 


Esta persona es: 

[ 1 solicitantc unicamente 

[ x| solicitantc c inventor 

j 1 inventor unicamente 

* ' (Si se marca esta casilla. no 

se debe relUnarlo que sigue. } 


Escado de nacionalidad: 

ESPAfJA 


Esiado de domicilio: 

ESPANA 


Esca persona cs i 1 lodo^ los Esiados I 1 {od« los Estadosdcsigiudos salvo los ry] los Estados Unidos de ( | los Estados indicados en cl 

sclicitante para: | | designodos 1 1 Estados Unidos dc America UU America unicaircntc j 1 recuadro suplcmcntano 


^^Los demas solicitanics y/o (demas) inventores se indican en una hoja de coniinuacion. 


Recuadro N" IV MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN: O DIRECCION PAR.\ LA CORR£SPONDENCL\ 


La persona abajo ideniiticada se desiena/ha sido designada para aciuai en noinbte del/ mandatario f 1 reprcsentanie comun 
de los solicitanie(s) anie las adminisiraciones imemacionales compeienies como: 1 1 ' * 


Nombre V direccion* (ApeUidose?uido del nombre: eneUasode ununersonajundica. ladesiznuLinnnjlcial 
^ ' compteta. En la Jtreix u'm deben/liiurur el todijio postal y el no/nbre del pais.i 

POLO FLORES, Carlos 

Profesor Waksrnan, 10 
28036 MADRID 
ESPANA 


Vde lelefono 

344.13.75 


N^dc facsimil 

344 .13,97 


N^dc telcimprcsora 


1 1 Marquese esia casilla cuando no se desiene/se haya dcsignado ningun mandatario o reprcsemante comun y el espacio ae 

1 1 .>rrihn <r niilice eti su lucaT para indicar^una direccion especial a la que deba enviarse la correspondencia. 



Formulario PCT/RO/IOl (primera hoja) (3 de Julio de 1994: Veanst las Noias alformulario Jet peiiiorio 



reimprosion cncro de 1996) 



PCT 



PETITORIO 



El abajo firmante pide que la presente sol 
intemacional sea tramitada de conformidad c 
Traiado de Cooperacidn cn materia de PaientesT 




Hoja.V..i?CI / b 



Continuacion del recuadro V III OTROS SOLICITANTES Y/0 (OTRQS) LNVENTORES 



Si no se ha de utUizar ninguno de estos subrecuadros. esta hoja no debe ser incluida en ei petiiorio. 



Nombre y direccion. ^pj"^^^^^ 

Sntro°de Biologia Molecular "Sevaro Ochoa" (CSIC-UAM) 
Univarsidad Autonorna 
28049 CANTOBLANCD (Madrid) 
Espafia 



Esta persona es: 

I ] soiicitanie unicamenic 

[!<] soiicitanie e inventor 

□ inventor unicamente 
(Si se marca esta casilla, no 
se debe reilenar lo que stgue.) 



Estado de nacionalidad: 



CHINA 



Estado de domicilio: 



ESPAflA 



los Estados Unidos dc | llos Estados indicados cn cl | 

America unicanienic I I recuadrosuplemcntano 



Nombre 



PELAYO SANZ-BURGOS, Andres 

Centre de Biologia Molecular "Severo Ochoa" (CSIC-UAM) 

Universiad Autonorna 

28049 CANTOBLANCO (Madrid) 

ESPASA 



Esta persona es: 

I I soiicitanie linicamentc 

12] soUcitante e inventor 

□ inventor unicamente 
(Si se marca esta casilla, no 
se debe reilenar lo que stgue.) 



Estado de nacionalidad: 



espaRa 



Estado de domicilio: 



ESP ANA 



Esta . 
solicitante 



:ial 



Nombre ydireccidn: lAj;^^-^^ 

SUAREZ LOPEZ, Paula ^x^^^i. /r^jr TiAM^ 

Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa (CSIC-UAM) 

Univeirsidad Autonorna 

28049 CANTOBLANCO (Madrid) 

ESPANA 



Esta persona es: 

I I soiicitanie unicamente 

soiicitanie c inventor 

-("I inventor unicamente 
I — » (Si se marca esta casilla. no 
se debe reilenar lo que stguej 



Estado de nacionalidad: 



espaSa 



Estado de domicilio: 



ESPANA 



Estapersonaes r-ltodos los E.tados H lS^c^S!^ H AL^ri«^n,^^^^^^^ Q IgL^a dro °uV^^ ' 
solicitante para: I I des.gnados j j Estados UmdosdeAn^nca " 



Nombre ydircccWn: [^P^/f^^^'i^f.^jt^^^^^^ 



Esta persona es: 

I ] solicitante unicamente 

I I solicitante e inventor 

□ inventor unicamente 
(Si se marca esta casilla. no 
se debe reilenar lo que sigue.) 



Estado de nacionalidad: 



Estado de domicilio: 




Formulario PCT/RO/IOl (hoja de commuacion) ijulio dc 1993: 



Hoja.V ■.■.3.p£J / £ S 9 S / 0 S 1 



Recuadro V V DESIGNACION DE ESTADOS 



A coniinuacion se hacen las designaciones siguientes en viaud de la Regla 4.9.a) (mdrquens^lasccisillasadtcuadas: debemarcaneporiomerv)sunaf. 
PatenU regional 

I — [ j^p Patenle ARIPO : KE Kenya. LS Lesotho. MW .Malawi. SD Sudin. SZ Swazilandia. L'G Uganda, y cualquier oiro 



□ 
□ 



EA 



EP 



□ OA 



Esiado contratante del Protocolo de Harare y dei PCT 

Patente Euroasiatica; AZ Azerbaiyan, BY Belanis. KZ Kazakstin, RU Fedcracidn dc Rusia. TJ Tayikistan. 
TM Turkmenistan, y cualquier otro Esiado contratante del Convenio sobre la Patente Euroasiatica y del PCT 

Patente Europea: AT Austria. BE Belgica, CH y LI Suiza y Liechtenstein. DE Alemania. DK Dinamarca. 
ES Espafia. FR Francia. GB Rcino Unido, GR Grecia. IE Irlanda. IT Italia, LU Luxemburgo. MC M6naco. NL Pai'ses 
Bajos, PT PortugaJ. SE Suecia, y cualquier otro Estado contratante del Convenio sobre la Patente Europea y del PCT 

Patente OAPI : BF Burkina Faso, BJ Benin. CF Republica Centroafricana. CG Congo. CI Cole d'lvoire. 
CM Camcnjn. OA Gabon. GN Guinea. ML MaU. MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal. TD Chad. TG Togo y 
cualquier otro Estado que sea Estado miembro de la OAPI y que sea un Estado contratante del PCT^ji se desea otra forma 
de proteccion o de tramitacidn. especiftquese en ta linea de puntos) 



Patente nacional (si se desea otra forma de proteccion o de tramitacion, especiftquese en la linea de puntos) : 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
[1 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albania □ 

AM Armenia 

AT Austria O 

AU Australia 

AZ Azetbaiyan Q 

BB Barbados Q 

BG Bulgaria O 

BR Brasil □ 

BY Belarus □ 

CA Canadd □ 

CH y LI Suiza y Liechtenstein Q 

CN China □ 

CZ RepiSblica Checa O 

Alemania I I 

Dinamarca Q 

Estonia Q 

Espaiia Q 

Finiandia Q] 

Reino Unido I I 

Georgia D 

Hungria I I 

Islandia Q 

Japon □ 

Kenya □ 

KG Kirguisian (3 

KP Republica Popular Democraiica de Corea 



DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

HU 

IS 

JP 

KE 



MD Republica de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex Republica Yugosiava de Macedonia 

MN Mongolia 

MW Malawi 

MX Mexico 

NO Noruega 

NZ Nueva Zelandia 

PL Polonia 

PT Portugal 

RO Rumania 

RU Federacion de Rusia 

SD Sud^n 
SE ouecia 
SG Singapur 

SI Eslovenia 

SK Eslovaquia 

TJ Tayikistdn 

TM Turkmenisidn 

TR Turquia 

TT Trinidad y Tabago 

UA Ucrania 

UG Uganda 

US Esiados Unidos de America 



□ 



UZ 
VN 



Uzbekistdn 
Viet Nam . 



KR Republica dc Corea 

KZ Kazaksian . ^ ^ ^ . _ 

Casillas reservadas para designar Esiados (a los nnes de una 

LK Sri Lanka paienie nacional) que han pasado a formar parte del PCT despues 

LR Liberia publicacion de la presenie hoja: 

LS Lesotho O 

LT Licuania □ 

LU Luxemburco □ 

LV Letonia CZ] 



Ademas de las designaciones arriba efecluadas. el solicitanie efeciuara lambien. on vinud de la Regla 4.9. b). lodas las 

designaciones que esien pcrmitidas con arreglo al PCT. salvo la designacion o designaciones dc — • 

El solicitanie declara que esas designaciones adicionales estan sujeias a confirmacion y que cualquier designacibn que no se 
confirme antes dc que expiren los 1 S^meses a panir de la fecha prioritaria se considerara retirada por el solicitanie al expirar dicho 
plazo. iLa confirmacion de una designacion cunstste en (a presentacidn de un aviso en et que se especifique dicha designacion. asicomo el pago 
de las tasas de designacion y confirmacion, LaconjirmactdndeberdllegaralaOftcinareceptoradentrbdeeseplazode iSmesesJ 



Formulario r-CT/RO/IOl (segunda hoja) (cnero dc 1996) 



Veanse las Sotas al formulario del petitorio 



ja.v...m / E S 9 8 / 0 0 1 3 0 



Se indican oiras reivindicaciones de j i 
Recuadro iV VI REIVLNDICACION DE PRIORIDAD prioridad en el Rccuadro suplcmentario 1 1 


Se reivindica la prioridad de la/las soliciiudfes) anterior(es) siguiemets): 


Pais 

iVa el t/utf ha %idt) o para el uue fuj 
ti^ii presefxtOiiii Iti ioltcitudi 


Fecha de presentacion 
tJiWmes/anoi 


Solicitud .V 


Oficina de presentacion 
f unicamente para una solicitud 
regional 0 internacionai 1 


Punco ( 1 ) 








Puncoi2) 








PumoO) 








Mdrquese la sifuiente casilla si la copic 
Ofictna receptora {se podrd exigir el pa 
r~| Se ruega a la Oficina rec( 
1 1 de la solicitud ameribr/d 


7 cenificada de la solicitud anterior ha de ser mitida por la Oficina que. a los efectos de la presenu soitcaud tntemactonal, es la 

go de una (asa): 

;ptora que prepare y trarfsmita a la Oficina Internacionai una copia ceitificada 
e las solicitudes anieriorcs identificada(s) supra como punto o puntos. 


Recuadro N» VII ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA LNTERNACIONAL 


Eleccion de la Administracion encargada de la busqueda internacionai (Si dos o mds 
Administraciones encargadas de la busqueda internacionai son competenies para efeauar el emnun preltminar * / 

intemacwnui, indiquese el mtmbre de la Administracion eleaida: se puede uttltzar el codifto de dos leiras): lOt\ I — 

l^usqu^ii^^xnitnoriRelUnesesiyasehaefectu^^^^^^ 
inier^cu^nalysisepideahoraadicha'Administracuinqueb 

identificarla rejiriendose a la solidiud pertinente (o a su traduccidn) oala solicitud de busqueda. 

Pais (u Oficina regional): Fecha (dta/mes/ano): Numero: 


Recuadro VIII LISTA DE VERIFICACION 


La presence solicicud internacionai 
contiene el siguiente numero de hojas: 

1. peiitorio 4 hojas 

2. descripcion 2 7 hojas 

3. reivindicaciones : 4 hojas 

4. rcsumen : 1 hojas 

5. dibujos 2 hojas 

Total 38 hojas 


U pfcsenic solicitud inicmacionai estaacompanada dc los documcmos que sc idcntifican a conunuat ion. 
1. poder separado firmado 5. X hoja de cdlculo de lasas 

- 1 1 , J t AY indicacidn separada relativa a los 

- 1 1 copia del poder general o. a n^crooreanismos deposiiados 

1 — 1 declaracion que explica la 7 ^ '^relacion de secuencias de nucleotidos 
■ ' 1 1 auscncia de una firma UiJ y/o aminoacidos (disquetc) 

4 1 1 documento(s) dc prioridad 8. f lofros ("r^cijT^wej^i.jJjj-gj^^+itesl^ 

1 1 identificadois) en el Recuadro [y^-^ L J 

iV VI como punto 0 puntos: 


ciiaiPfP In rpurn N" 2 dc los dibuios (en su caso) para acompanar el resumcn en el momenio de su pubiicacion. 


Recuadro N" IX FIRMA DEL SOLICITANTE O DEL MANDATARIO 


Junto a coda una de lasfirmas, indiqwt, 

Carlos/ 


se el nambre de la persona que Jlrma, asi como su calidad (si dicha calidad no es evidente por lectura del petuorioh 

PoIoVFlores 



1. Fecha efectiva de recepcion de la -j Q |||M -JOOC f1 9 flfi QC 
pretendida solicitud imernacional: 10 OUIN IHHn ^. UO. 30 


2. Dibujos: 
recibidos: 


3. Fecha eleciivade recepcion, recti ftcada en razonde la recepcion 
ulterior pero dentro del plazo. de documenios 0 de dibujos que 

completen la pretendida solicitud internacionai: . 


1 1 no recibidos: 


4. Fecha de recepcion. dentro del plazo. de las correcciones 
soliciiadas segun el Articulo 1 1 .2) del PCT: 


5. Administracion de busqueda internacionai IC A / p C 
especificada por el soliciiante: lorV/ f-^ 


6. 1 — 1 Transmision de la copia para la busqueda diferida 
1 1 hasia que se pague la lasa de busqueda. 


Fecha dc recepcion del cjemplar 
oricinal por la Oficina Internacionai: 



Formulario PCT/RO/10. (uluma hoja, (cnero dc 1994; Veanse los So.as al formuiario del pe.uono 



PCI / E S S 6 / 0 e ■ 1 3 © 



PROTEINAS VEGETALES 
DBS&RIPCION 

La presente invenci6n se refiere a proteinas que 
tienen actividad biol6gica en sistemas vegetales y 
animales, a polinucle6tidos que codifican para la 
expresion de dichas proteinas, a oligonucleotidos para 
usarse en la identif icaci6n y sintesis de estas proteinas 
y polinucleotidos, a vectores y celulas que contienen los 
polinucleotidos en forma recotnbinante y a plantas y 
animales que comprenden estos elementos, y al uso de las 
proteinas, polinucle6tidos y fragmentos de los mismos en 
el control del crecimiento de las plantas y de la 
vulnerabilidad de las plantas a virus. 

La progresi6n del ciclo celular se regula mediant e 
efectores positivos y negativos. Entre los ultimos, el 
producto del gen de susceptibilidad a retinoblastoma (Rb) 
controla el paso de celulas de mamiferos a traves de la 
fase Gl. En las celulas de mamiferos, Rb regula el 
tr^nsito Gl/S mediante la inhibicion de la funcion de la 
familia de factores de transcripcion E2F, de la que se 
sabe que interacciona con secuencias de la region 
promotora de genes necesarios para la replicaci6n del ADN 
de la celula (v^ase, por ejemplo, Weinberg, R.A. Cell 81, 
323 (1995); Nevins, J.R. Science 258, 424 (1992)). Los 
virus tumorales de ADN que infectan celulas animales 
expresan oncoproteinas que interaccionan con la proteina 
Rb mediante un motive LXCXE, rompiendo complejos Rb-E2F 
y promoviendo que las cSlulas entren en fase S (Weinberg 
ibid; Ludlow, J.W. FASEB J. 7, 866 (1993); Moran, E. 
FASEB J. 7, 880 (1993); Vousden, K. FASEB J. 7, 872 
(1993)). 

Los presentes inventores ban demostrado que la 
replicaci6n ef icaz de un geminivirus vegetal requiere la 
integridad de un motive de aminoacidos LXCXE en la 
proteina viral RepA y que RepA puede interaccionar con 



PCT / E S 3 & / 0 0 1 3 e 
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10 



15 



miembros de la familia Rb humana en levaduras (Xie, Q. 
Suarez-L6pez, P. y Gutierrez, C. EMBO J. 14, 4073 
(1995)) . Tambien se ha publicado la presencia del motivo 
LXCXE en ciclinas vegetales de tipo D (Soni, R. , 
Carmichael, J. P., Shah, Z. H. y Murray, J. A. H. Plant 
Cell 7, 85-103 (1995) . 

Actualmente, los presentes inventores han 
identificado por primera vez secuencias caracteristicas 
de proteinas Rb vegetales y los correspondientes 
polinucle6tidos codif icantes, han aislado dichas 
proteinas y polinucle6tidos y, en particular, han 
identificado secuencias que los distinguen de secuencias 
proteicas Rb animales conocidas . Los inventores han 
determinado que una secuencia de DNA conocida procedente 
de tnaiz que codif ica . una proteina Rb vegetal y se 
denomina en lo sucesivo ZmRbl . Los inventores han 
demos trado que ZmRbl interacciona en levaduras con RepA, 
una proteina vegetal de geminivirus que contiene un 
motivo LXCXE esencial para su funcion. Los inventores han 
determinado adicionalmente que se reduce la replicaci6n 
de ADN de geminivirus en celulas vegetales transf ectadas 
con plasmidos que codif ican ZmRbl o pl30 humano, un 
miembro de la familia Rb humana. 

Significativamente, el trabajo de los inventores 
25 sugiere que las celulas animales y vegetales pueden 
compartir estrategias fundamentalmente similares para el 
control del crecimiento y, por lo tanto, es de esperar 
que proteinas Rb tanto de humanos como de plantas, tales 
como ZmRbl, tengan utilidad, entre otros, en fines 
terapeuticos para vegetales, diagnosis, control del 
crecimiento o invest igaciones y muchas de dichas 
proteinas vegetales tendran una utilidad similar en los 
animales . 

En un primer aspect o de la present e invencion, se 
35 proporciona el uso de la proteina de retinoblastoma en el 



20 



30 
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control del crecimiento de celulas vegetales y/o virus 
vegetales . Particularmente, la presente invencion 
proporciona el control de la infeccion viral y/o el 
crecimiento de celulas vegetales, donde el virus requiere 
5 la integridad de un motivo de aminoacidos LXCXE en una de 
sus proteinas, particularmente , por ejemplo, en la 
proteina viral RepA, para la reproduccion normal. Los 
virus vegetales particulares asi controlados son 
Geminivirus . 

10 Un procedimiento preferido de control que usa dichas 

proteinas incluye la aplicacion de estas a la celula 
vegetal, bien directamente o mediante introduccion de ADN 
o ARN que codif ica para su expresion en la celula vegetal 
que se desea tratar. Mediante la sobre- expresion de la 

15 proteina de retinoblastoma o la expresion de una proteina 
Rb o un fragmento peptidico de la misma que interacciona 
con el motivo LXCXE del virus, pero que no afecta al 
funcionamiento normal de la celula, es posible inhibir el 
crecimiento viral normal y, por lo tanto, tambien reducir 

20 la propagacion de la infeccion de esta celula a sus 
vecinas . 

Alternativamente, por introduccion de ADN o ARN 
antisentido en celulas de platas en forma de vectores que 
contengan los promotores necesarios para la transcripcion 

25 del ADN o ARN, sera posible explotar el bien conocido 
mecanismo de antisentido para inhibir la expresion de la 
proteina Rb, y por ello de la fase S. Tales plantas 
serlan de utilidad, entre otros aspectos, para replicar 
ADN y ARN hasta elevados niveles, por ejemplo en 

30 levaduras. Los metodos para introducir ADN antisentido en 
celulas son bien conocidos para los expertos en el tema: 
vease por ejemplo "Principles of gene manipulation - An 
introduction to Genetic Engineering (1994) R.W. Old & 
S.B. Primrose; Oxf ord-Blackwell Scientific Publications 

35 Fifth Edition p398. 
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En un segundo aspecto de la presente invencion, se 
proporciona un acido nucleico recombinante, 
particularmente en forma de ADN o ARNc (ARNm) , que 
codifica para la expresion de la protelna Rb que es 
5 caracteristica de plantas . Este acido nucleico se 
caracteriza por una o varias regiones caracteristicas que 
difieren del acido nucleico de la proteina Rb animal 
conocida y se ejemplifica aqui por la SEC ID No 1, bases 
31-2079. 

10 El ADN o ARN puede tener una secuencia que contenga 

sustituciones degeneradas en los nucleotides de los 
codones en SEQ ID No. 1, y donde el ARN la T es U. Los 
ADN o ARN mis preferidos son capaces de hibridar con el 
polinucleotido de la SEQ ID No. 1 en condiciones de baja 

15 estringencia, pref eriblemente siendo capaz de esa 
hibridaci6n en condiciones de alta estringencia . 

Las expresiones "condiciones de baja estringencia" 
y "condiciones de alta estringencia" son entendidas por 
los expertos, pero se emplifican convenientemente en US 

20 5202257, Col-9-Col 10. Si se hicieran modif icaciones que 
donduzcan a la expresion de una proteina con diferentes 
aminoacidos, pref eriblemente de la misma clase a los 
aminoacidos correspondientes a la SEQ ID No. 1; es decir 
son sustituciones conservativas . Tales sustituciones son 

25 conocidas por los expertos, por ejemplo, ver US 5380712, 
y se contempla solo cuando la proteina tenga actividad 
con proteina retinoblastoma. 

El ADN o ARNc preferido codifica para una proteina 
Rb vegetal que tiene subdominios de bolsillo A y B que 

30 tienen entre un 30% y un 75% de homologia con la proteina 
Rb humana, particularmente en comparacion con pl30, mS.s 
pref eriblemente entre un 50% y un 64% de homologia. 
Particularmente, la proteina Rb vegetal asi codif icada ha 
conservado el aminoacido C706 de la Rb humana. 

35 Pref eriblemente, la secuencia espaciadora entre los 
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bolsillos A y B no se conserva con respecto a las 
proteinas Rb animales, pref eriblemente, teniendo una 
homologia inferior al 50% con la misma region que se 
encuentra en dichas protelnas animales. Mas 
5 pref eriblemente, la protelna asi codificada tiene una 
homologia del 80% o mayor con la de la SEC ID No 2 de la 
lista de secuencias adjunta, aun mSs pref eriblemente de 
un 90% o mayor y mas pref eriblemente de un 95% o mayor. 
Particularmente, se proporciona un ADN recombinant e de 

10 SEC ID No 1, bases 31 a 2079, o la SEC ID No 1 entera, o 
los correspondientes ARN que codifican para el clon de 
ADNc de maiz que codifica ZmRbl de la SEC ID No. 2. 

En un tercer aspecto de la presente invencion, se 
proporciona la proteina expresada por el ADN o ARN 

15 recombinante del segundo aspecto, nuevas protelnas 
derivadas de dicho ADN o ARN y una protelna derivada del 
ADN o ARN que se produce de forma natural, mediante 
medios mutagenicos tales como el uso de cebadores de PCR 
mutagenicos. 

20 En un cuarto aspecto, se proporcionan vectores, 

celulas, vegetales y animales que comprenden el ADN o ARN 
recombinante de sentido correcto o antisentido, de la 
invencion. 

En un uso particularmente preferido del primer 
25 aspecto, se proporciona un procedimiento para controlar 
el crecimiento celular o viral que comprende la 
administraci6n de ADN, ARN o protelnas del segundo o 
tercer aspecto, a la celula. Dicha administracion puede 
ser directa en el caso de protelnas o puede incluir 
30 medios indirectos, tales como electroporacion o celulas 
de semillas vegetales con ADN o por trans formac ion de 
celulas con vectores de expresion capaces de expresar o 
sobre-expresar las protelnas de la invencion o fragmentos 
de las mismas que son capaces de inhibir el crecimiento 
35 celular o viral. 
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Alternativamente, el metodo utiliza un vector de 
expresion capaz de producir ARN antisentido del cDNA de 
la invencion. 

Otra de las caracteristicas particulares de la 
proteina de las plantas y de los dcidos nuecleicos 
incluye un dominio N- terminal correspondiente en 
secuencia a los aminoacidos 1 a 90 de la SEQ ID No. 2 y 
una secuencia de nucleotidos correspondiente a las bases 
31 a 300 de la SEQ ID No. 1. Estas secuencias se 
caracterizan por poseer menos de 150 y menos de 450 
unidades que las secuencias ahimales que poseen mas de 
300 aminoacidos y 900 pares de bases mas. 

La presente invenci6n se ilustrara adicionalmente 
mediante referenda a los siguientes Ejemplos no 
limitantes. A los especialistas se les ocurriran otras 
realizaciones que caen dentro del alcance de las 
reivindicaciones adjuntas a la luz de. estos. 

Figuras . 

Fig.l La sub-figura A muestra las longitudes relativas de 
la presente proteina ZmRbl y las proteinas de 
retinoblastoma humanas . La sub-figura B muestra el 
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los 
Pocket A y Pocket B de la ZmRbl con las de Xenopus, 
polio, rat6n y tres proteinas humanas (Rb, pl07 y pl30) . 

Fig. 2 Esta figura es una mapa de las principales 
caracteristicas del virus WDV y el vector pWori derivado 
de WDV y las posiciones de las deleciones y mutaciones 
utilizadas para establecer que el motivo LXCXE se 
requiere para su replicacion en celulas de plantas. 
EJEMPLO 1 

Aislamiento de ADN y clones de expresion de proteinas 

Se aislo ARN total a partir de raiz de maiz y de 
hojas maduras triturando el material previamente 
congelado en nitrogeno liquido esencialmente como se 
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describe en Soni at al (1995) . Se identif icaron los ARNm 
de p75ZmRbl mayor itarios y minoritarios mediante 
hibridacion a un fragmento interno PstI marcado con 32P 
cebado aleatoriamente (1,4 kb) . 
5 Se selecciono una parte de la biblioteca de ADNc de 

maiz (106 pfu) en IZAPII (Stratagene) mediante la 
hibridacion posterior con oligonucleotides marcados en el 
extreme 5' disenados para ser complementarios a una 
secuencia EST conocida de maiz hom61oga de pl30. Estos 

10 oligonucleotides fueron 5 ' -AATAGACACATCGATCAA/G (M. 5m, 
posiciones de nucleotides 1411-1438) y 5'- 
GTAATGATACCAACATGG (M. 3c, posiciones de nucleotides 
1606-1590) (Isogen Biosciences) . 

Despues del segundo ciclo de seleccion, se aislaren 

15 f agemides pBluescript SK- (pBS) precedent es de los clones 
positives per escision in vivo con el fago auxiliar 
ExAssist (Stratagene) de acuerdo con pretocelos 
recomendados per el fabricante. Se llevo a cabo la 
secuenciacion de ADN usando un equipe Sequenase TM (USB) . 

20 Se determine el extreme 5' de los ARNm que 

codificaban pTSZmRbl por RACE-PCR. Se purifico Poli-A + 
ARNm por cromatograf la sobre oligo-dT-celulosa 
(Amersham) . La primera cadena se sintetizo usando el 
oligonucleotido DraI3 5 ( 5 ' -GATTTAAAATCAAGCTCC, posiciones 

25 de nucleotides 113-96) . Despues de la desnaturalizacion 
a 9 0°C durante 3 minutes, se elimino el ARN por 
tratamiento con RNasa, se recuper6 el ADNc y se creo una 
cola en la posicion 5' con transferasa terminal y dATP. 
Despues, se amplifico un fragmento de PGR usando el 

30 cebador DraI35 y el engarce-cebador (50 pb) del equipe de 
sintesis de ADNc de Stratagene. 

Uno de los clones positives (pBS.Rbl) asi preducidos 
contenla un inserto de - 4 kb que, segun el an^lisis de 
restricci6n, se prelongaba a los extremes 5' y 3' de la 

35 region centenida en la Secuencia Tag Expresada usada. La 




8 



secuencia de nucle6tidos correspondiente al insert© de 
ADNC mds largo (3747 pb) se muestra en la SEC ID No 1 . 
Este ADNC de ZmRbl contiene una sola fase de lectura 
abierta capaz de codificar una proteina de 683 
aminoacidos (predeterminada Mr 75247, p75ZmRbl) seguida 
por una regi6n 3' no traducida de 1646 pb. Tambi^n se han 
encontrado regiones no traducidas de longitud similar en 
ADNC de Rb de mamiferos (Leo, W. L, et al.. Science 235, 
1394 (1987); Bernards, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci . 
USA 86, 6474 (1989) . El andlisis de Northern indica que 
las cglulas de maiz derivadas tanto de meristemos de raiz 
como de hojas maduras contiene un mensajero principal de 
-2 7 ± 0,2 kb de longitud. Ademas, tambien aparece un 
mensajero minoritario de -3,7 ± 0,2 kb. Se han detectado 
transcritos heteroggneos en otras especies (Destree, O. 
H. J. et al., Dev. Biol. 153, 141 (1992). 

Se construyo el plasmido pWoriAA mediante la 
delecion en pWori de la mayoria de las secuencias que 
codifican proteinas de WDV (Sanz y Gutierrez, no 
publicado) . El plSsmido p35S.Rbl se construy6 mediante la 
inserci6n del promoter CaMV 35S (obtenido a partir de 
pWDV3:35SGUS) cadena arriba deL ADNc de ZmRBl en el 
vector PBS. El plasmido p35S.130 se construy6 
introduciendo la secuencia codificante completa de pl3 0 
humano en lugar de secuencias ZmRbl en el interior de 
p35S.Rbl. El plasmido p35.A+B se construy6 mediante la 
sustitucion de secuencias que codifican los ORF de Rep A 
y Rep B de WDV en lugar de ZmRbl en el plasmido p3 5S.Rbl 
(Sec Soni, R. y Murray, J.A. H. Anal. Biochem, 218, 474- 
476 (1994) ) . 

La secuencia alrededor del cod6n de metionina en la 
posicion de nucleotido 31 contiene un comienzo de la 
traducci6n consenso (Kozak, M. J. Mol. Biol. 196, 947 
(1987) Para determinar si el ADNc contenia la regi6n 
codificante de ZmRbl completa, el extreme 5' del ARNm se 
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amplif ic6 por RACE-PCR usando un oligonucleotide derivado 
de una region cercana al supuesto iniciador AUG, que 
produce un fragmento de -150 pb. Los resultados son 
consistentes con el clon de ADNc de ZmRbl que contiene la 
5 region codificante completa. 

La proteina ZmRbl contiene segmentos homologos a los 
subdominios A y B del "bolsillo" que esta presente en 
todos los miembros de la familia Rb. Estos subdominios 
estan separados por un espaciador no conservado. El ZmRbl 
10 tambien contiene dominios N-terminales y C-terminales no 
conservados. En general, el ZmRbl comparte una identidad 
de aminoacidos del «28-30% (similaridad del -50%) con los 
miembros de la familia Rb (Hannon, G. J., Demetrick, D. 
& Beach, D. Genes Dev. 7, 2378 (1993).; Cobrinik, D., 
15 Whyte, P., Peeper, D.S., Jacks, T. & Weinberg, R.A. 

ibid., p. 2392 (1993). Ewen, M.E., Xing, Y. , Lawrence, 
J.B. y Livingston, D. M. Cell 66, 1155 (1991)) (Lee W. L 
et al, Science 235, 1394 (1987); Bernards et al, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 86, 6974 (1989)), presentando los 
20 subdominios A y B la mayor homologia (^50-64%) . 

Sorprendentemente, el aminoacido C70 6 de la Rb humana, 
critico para su funcion (Kaye, F.J., Kratzke, R.A. , 
Gerster, J.L. y Horowitz, J. M. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 87, 6922 (1990)), tambien se conserva en p75ZmRbl de 
25 malz. 

Nota: Los aminoacidos 561-577 abarcan un dominio 
rico en prolina. 

ZmRbl contiene 16 sitios consenso, SP o TP, para 
fosforilacion por kinasas dependientes de ciclina (CDKs) 
30 con uno en el extreme 5' del subdominio A y varies en la 
zona C-terminal que son sitios potenciales de 
fosforilaci6n. Un grupo preferido de acidos nucleicos que 
codifican proteinas en las que uno omas de estos sitios 
est^n alterados o delecionados, convirtiendo a la 
35 proteina mas resistente a la fosforilacion y asl, a su 



funcionalidad, por ejemplo, union a E2F o similares. Esto 
se puede realizar facilmente mediante mutagenesis 
dirigida mediante PGR. 

EJEMPLO 2 
Actividad in vivo 

La replicacion de geminivirus de trigo enano (WDV) 
es dependiente de un motivo LXCXE intacto de la proteina 
RepA viral. Este motivo puede mediar la interaccion con 
un miembro de la familia Rb huraana, pl30, en levaduras. 
Por lo tanto, los inventores investigaron si p75ZmRbl 
podria complejarse con RepA de WDV usando el sistema de 
dos hibridos de levadura (Fields, S. y Song, O. Nature 
340, 245-264 (1989)). Se cotransf ormaron celulas de 
levadura con un plasmido que codificaba la proteina de 
fusi6n GAL4BD-RepA y con plasmidos que codificaban 
diferentes proteinas de fusion GAL4AD. La fusion GAL4AD- 
p75ZmRbl tambien podia complejarse con GAL4BD-RepA para 
perraitir el crecimiento de las celulas de levadura 
receptoras en ausencia de histidina. Esta interaccion fue 
ligeramente mas fuerte que la observada con la proteina 
humana pl3 0. La RepA tambien pudo unirse en alguna medida 
a la forma truncada en el N~terminal de p75ZmRbl. El 
papel del motivo LXCXE en la interaccion RepA-p75ZmRbl se 
determine usando una mutacion puntual en RepA de WDV 

(E198K) , de la que se ha demostrado anteriormente que 
destruye la interaccion con pl3 0 humana. La 
cotransf ormaci6n de ZmRbl con un plasmido que codificaba 

la fusion GAL4BD-RepA (E198K) indic6 que la interaccion 

entre RepA y p75ZmRbl se producia a trav^s del motivo 

LXCXE . 

A este respecto, el mutante E198K de RepA de WDV se 
comporta de forma similar a mutaciones puntuales analogas 
de oncoproteinas de virus animales (Moran, E., Zerler, 
B., Harrison, T.M. y Mathews, M. B. Mol . Cell Biol. 6, 
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3470 (1986); Cherington, V. et al., ibid, p. 1380 (1988); 
Lillic, J. W., Lowenstein, P. M., Green, M. R. y Green, 
M. Cell 50, 1091 (1987); DeCaprio, J. A. et al . , ibid., 
p. 275 (1988) ) . 

La interaccion especxfica entre p75ZinRbl de maiz y 
RepA de WDV en el sistema de dos hibridos de levadura 
(Fields et al) se basaba en la capacidad de reconstituir 
una actividad GAL4 funcional a partir de dos proteinas de 
fusion GAL4 separadas que contienen el dominio de union 
de ADN (GAL4BD) y el dominio de activacion (GAL4AD) • Se 
cotransf ormaron c^lulas HF7c de levadura con un plasmido 
que expresaba las fusiones GAL4BD-RepA o GAL4BD- 
RepA(E198K) y los plasmidos que expresaban GAL4AD solo 
(Vec) o unido a pl30 humano, p75 (p75ZmRbl) de maiz o una 
delecion N-terminal de 69 aminoacidos de p75 {p75ZmRbl- 
DN) . Las c^lulas se alinearon en placas con o sin 
histidina de acuerdo con la distribucion mostrada en la 
esquina izquierda superior. La capacidad de crecer en 
ausencia de histidina depende de la reconstitucion 
funcional de una actividad GAL4 tras la interaccion de 
las proteinas de fusion, ya que esto activa la expresi6n 
del gen HIS3, que esta bajo el control del elemento de 
respuesta GAL4 . Las caracteristicas del crecimiento de 
estos cotransformantes de levadura estan relacionadas con 
los niveles de la actividad b-galactosidasa . 

En Xie et al (1995) se describen procedimientos para 
el analisis de dos hibridos. Las fusiones GAL4AD-ZmRbl se 
construyeron en el vector pGAD424. 

EJEMPLO 3 
Actividad in vivo 

La replicacion del ADN de geminivirus requiere la 
maquinaria celular de replicacion de ADN asi como otros 
factores especificos de la fase S (Davies, J. W. y 
Stanley, J. Trends Genet. 5, 77 (1989); Lazarowitz, S. 
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Crit. Rev. Plant Sci. 11, 327 (1992)). Consistente con 
este requisite, la infeccion por geminivirus parece 
promover que celulas no prolif erantes entre en la fase S, 
como se indica por la acumulacion del antigeno nuclear de 
celulas proliferantes (PCNA) , una proteina que 
normalmente no esta presente en los nucleos de cSlulas 
diferenciadas (Nagar, S., Pedersen, T. J., Carrick, K. 
M., Hanley-Bowdoin, L. y Robertson, D. Plant Cell 7, 705 
(1995)). Los hallazgos de los inventores de que la 
replicacion ef icaz de ADN de WDV requiere un tnotivo LXCXE 
intacto en RepA junto con el descubrimiento de un 
homologo vegetal de Rb, apoya al modelo de que,- como en 
celulas animales, la formacion de complejos de Rb vegetal 
con protelnas RepA virales, promueve la entrada 
inapropiada de celulas inf ectadas en la fase S . Por lo 
tanto, una forma de invest igar la funcion de p75ZmRbl fue 
medir la replicacion del ADN de geminivirus en celulas 
transf ectadas con un plasmido que llevaba las secuencias 
ZmRbl bajo un promoter funcional en celulas vegetales, un 
metodo analogo al usado previamente en celulas humanas 
(Uzvolgi, E. et al.. Cell Growth Diff. 2, 297 (1991))- La 
acumulacion de ADN plasmidico viral nuevamente replicado 
se vio perjudicada en celulas de trigo transf ectadas con 
plasmidos que expresaban p75ZmRbl o pl30 humane, cuando 
la expresion de la(s) proteina (s) de replicaci6n de WDV 
esta dirigida por el promoter de WDV e por el promoter 
CaMV 35S. 

Como la replicacion de ADN de WDV requiere un* medio 
celular en fase S, la interf erencia con la replicacion de 
ADN viral por p75ZmRbl y pl30 humane demuestra 
fuertemente un papel para la proteina de retinoblastoma 
en el control de la transicion Gl/S en las plantas . La 
existencia de un homologo de Rb vegetal implica que, a 
pesar de su antigua divergencia, las celulas vegetales y 
animales usan, al menos en parte, preteinas reguladoras 
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y rutas similares para el control del ciclo celular. 

Dos l£neas de evidencia refuerzan este modelo. En 
primer lugar, en celulas de alfalfa se ha identificado un 
gen que codifica una proteina que complementa 
especif icamente a la transicion a Gl/S pero no a la 
transicion G2/M del mutante cdc28 de levadura en fase de 
germinacion (Hirt, H. , Pay, A., B6gre, L., Meskiene, I. 
y Heberle-Bors, E. Plant J. 4, 61 (1993)). En segundo 
lugar, se han aislado hom61ogos vegetales de ciclinas de 
tipo D a partir de Arabidopsis y Sstos, como sus 
parientes procedentes de mamxferos, contienen motivos 
LXCXE. En relacion con las versiones vegetales de CDK4 y 
CDK6, las ciclinas vegetales de tipo D pueden regular el 
paso a travgs de la fase Gl mediante el control del 
estado de f osf orilaci6n de proteinas seme j antes a Rb. 

En celulas animales, la familia Rb se ha implicado 
en la supresi6n de tumores y en el control de la 
diferenciacion y el desarrollo. Asl pues, p75ZmRbl 
tambien podrxa jugar papeles reguladores clave a otros 
niveles durante la vida de la celula vegetal. Una 
cuestion clave que surge por la existencia de homologos 
de Rb en celulas vegetales, es si, como en animales, la 
interrupcion de la ruta de Rb conduce a un trastorno de 
tendencia a tumores. A este respecto, los inventores han 
observado que la proteina VirB4 codificada por los 
plasmidos Ti tanto de Agrohacterivm tumefaciens como de 
A. rhyzogenes, contiene un motive LXCXE. Aunque la 
Proteina VirB4 es necesaria para la inducci6n tumoral 
(Hooykas, P. J.J. y Beijersbergen, A. G. M. Annu. Rev. 
Phytopathol. 32, 57 (1994) , queda por examinar la funci6n 
de su motive LXCXE en este contexto. La infeccion por 
geminivirus no esta acompanada por el desarrollo de 
tumores en la planta infect ada pero, en algunos casos, se 
ha observado un crecimiento anormal de ejemplares enanos 
(G. Dafalla y B. Gronenborn, comunicaci6n personal) . 
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Se llevo a cabo la inhibicion de la replicaci6n de 
ADN de geminivirus de trigo enano (WDV) por ZmRbl o pl30 
humano en celulas de trigo cultivadas, como se indica a 
. continuacion. A. Se transf ectaron celulas de trigo, como 
5 se ha indicado, con pWori (Xie et al. 1995) solo (0,5 g) , 
un plasmido de replicacion basado en WDV que codif ica las 
protelnas de WDV necesarias para la replicacion del 2^N 
viral y con el plasmido de control pBS (10 g) o p35S.Rbl 
(10 g) , que codif ica secuencias ZmRbl bajo el control del 
10 promoter CaMV 35S. Se purific6 el ADN total uno y dos 
dlas despu^s de la transfeccion, se fraccion6 en 
cantidades iguales en geles de agarosa y marcaje con 
bromuro de etidio) y se identific6 el ADN viral de pWori 
por hibridaci6n de Southern. El ADN plasmldico representa. 
15 exclusivamente el ADN del plasmido nuevamente replicado, 
ya que es totalmente resistente a la digestion con Dpnl 
y sensible a Mbol . Debe indicarse que las rauestras 
digeridas con Mbol se representan por aproximadamente la 
mitad de la longitud que las muestras no digeridas. B. 
20 Para ensayar el efecto de pl30 humano sobre la 
replicacion de ADN de WDV, se cotransf ectaron celulas de 
trigo con pWori (0,5 g) y plSsmidos pBS . (control), 
p35S.Rbl o P35S.130 (10 g en cada caso) . La replicaci6n 
del plasmido de ensayo (p Wori) se analiz6 dos dlas 
25 despu6s de la transf ecci6n y se detect6 como se describe 
en la parte A usando marcaje con bromuro de etidio; y 
hibridaci6n de Southern C. Para ensayar el efecto de 
ZmRbl o pl30 humano sobre la replicacion de ADN de WDV 
cuando la expresion de proteinas virales estaba dirigida 
30 por el promoter CaMV 35S, se uso el plasmido de ensayo 
pWoriDD (que no codifica prote£nas de replicacion de WDV 
funcionales pero se replica cuando estas se proporcionan 
por un plasmido diferente, es decir, pWori) . Se 
cotransf ectaron celulas de trigo, como se ha indicado, 
35 con pWoriAA (0,25 g) , pWori (0,25 g) p35S.A B (6 g) , 
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p35S.Rbl (10 g) y/o p35S,130 (10 g) . La replicacion del 
plasmido de ensayo (pWoriDD) se analizo 3 6 horas despues 
de la transfeccion y se detecto como se describe en la 
parte. A usando marcaje con bromuro de etidio, hibridaci6n 
de Southern. Se usaron plasmidos pWori (Ml) y pWoriAA 

{M2, Sanz y Gutierrez, no publicado) , ICQ pg en cada 
caso, como marcadores . Se llevaron a cabo cultivos en 
suspensi6n de c^lulas de trigo, transfeccion por 
bombardeo de partlculas y an^lisis de la replicaci6n de 
ADN viral como se describe en (Xie et al 1995) , con la 
excepci6n de que la extraccion de ADN se modif ico como en 

(Soni y Murray. Arnal, Biochem. 218,474-476 (1995) . 
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T A SEC ID NO: !•■ 
^ Scido nucleico 

(ix) aKR«^''**"'^WClAVE. CDS 



20 



25 



30 



35 
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OAATXCC0CAC0A0CAAAO0TCr0.rrOATATC0AA ^ ^ ^ 

.T^ATTCTAATAGCTOTAAAGGGGAGCrr 102 
OAAAAAATGGAdAAACrATG^^AA -;- 
G,u Lys Met Glu Lys Uu 

^ r^rr TAT GAT GAG ^50 

-^---rr r r rrrr. ^ « : 

Asp Phe Lys Ser lie 35 

^ i«, Ala Ser Pro Thr i-y* 
Glu Thr Leu Aia 

60 

p„ ser ser Pro Leu Ser Pro AU 

Glu Val lie Ser Ser w ^,3 

lift 



no 

^C«.XCA.CA^aA.A»OA.«0A«AA ^ ^ ^ 

Q*.r Cvs Asp Arg 135 
Phc Leu Ser Ser ^ 

125 
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^r^AGCAATTTTrCCAACCAAATCTTCTGCCAAT 486 
OTCACCATAOrrT^OAAO^Arr ^ ^ ^ 

Val Ser lie Val U» Glu Ala 



145 
140 



^.OGTCICAATTGTGCAAATGCCrrrGACATTCCO. 534 
CGGGGTGTATCQTrAGGTCTC^ ^ „^ 

;,.,GlyV.l ser Uu Gly Uu ^ ^y^ ^ 



160 

155 



^^rTTCCAAGTTGTACTATAGGGTA 582 

Trp Ala Qto Ala Arg hys v»i 



175 

170 



Ai« He Cys Arg Ala Glu ucu 
Leu Glu Ala w w 



190 

185 



Leu m Pro Leu Uu Ser Asa Gl 



210 

205 



cys Ser Ala Asp Leu Val 225 " 



225 

220 



ArTGCATTTGATTTGAGC T74 

Pte r» Ai. V- u. °" ,« 



240 

235 



255 

250 



^ A A PAG err TTG GAA AGC ATG 870 

His Leu Asn Ser Leu uiu 
Leu Lys Arg H« >^ 



270 
265 
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GCA TGG GAG AAA GGT TCA TCA TTG TAT AAC TCA CTG ATT GTT GCC AGG 918 
Ala Trp Glu Lys Gly Ser Set Leu Tyr Asn Scr Lea lie Val Ala Arg 
285 290 295 

CCA TCT GTT GCT.TCA GAA ATA AAC CGC CTT GGJ CTT TTG GCT GAA CCA. 966 
Pro Ser Val Ala Scr Glu He Asn Arg Leu Gly Leu Leu Ala Glu Pro 
300 ' 305 » 310 

ATG CCA TCT CTT GAT GAC TTA GTG TCA AGG CAG AAT GTT CGT ATC GAG 10 14 
Met Pro Scr Leu Asp Asp Leu Val Ser Arg Gin Asn Val Arg lie Glu 
315 320 325 

GGC TTG CCT GCT ACA CCA TCT AAA AAA CGT GCT GCT GGT CCA GAT GAC 1062 
Gly Leu Pro Ala Thr Pro Set Lys Lys Arg Ala Ala Gly Pro Asp Asp 
330 335 340 

AAC GCT GAT CCT CGA TCA CCA AAG AGA TCG TGC AAT GAA TCT AGG AAC 1110 
Asn Ala Asp Pro Arg Ser Pro Lys Arg Ser Cys Asn Glu Ser Arg Asn 
345 350 355 360 

ACA GTA GTA GAG CGC AAT TTG CAG ACA CCT CCA CCC AAG CAA AGC CAC 1 158 
Tbr Val Val Glu Arg Asn Leu Gin Thr Pro Pro Pro Lys Gin Scr His 
365 370 375 

ATO GTG TCA ACT AGT TTG AAA GCA AAA TGC CAT CCA CTC CAG TCC ACA 1206 
Met Val Ser TTu- Ser Leu Lys Ala Lys Cys His Pro Uu Gin Ser TTir 
380 385 390 

TTT GCA AGT CCA ACT GTC TGT AAT CCT GTT GGT GGG AAT GAA AAA TGT 1254 
Phe Ala Ser Pro Thr Val Cys Asn Pro Val Gly Gly Asn Glu Lys Cys 
395 400 405 



GCT GAC GTG ACA ATT CAT ATA TTC TTT TCC AAG ATT CTG AAG TTG GCT 
Ala Asp Val TTir He His He Phe Phe Ser Lys lie Uu Lys Leu Ala 
410 415 420 
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GCT ATT AGA ATA AGA AAC TTG TGC GAA AGG GTT CAA TGT GTG GAA CAG 1350 
Ala lie Arg lie Arg Asn Leu Cys Glu Arg Val Gin Cys Val Glu Gin 
425 430 435 440 

ACA GAG CGT GTC TAT AAT GTC TTC AAG CAG AJJ CTT GAG CAA CAG ACA 1398 
Thr Glu Arg Val ly Asn Val Phe Lys Gin lie Leu Glu Gin Gin Thr 
445 450* ' 455 

ACA TTA TTT TTT AAT AGA C AC ATC GAT CAA CTT ATC CTT TGC TGT CTT 1 446 
nir Leu Phe Phe Asn Arg His He Asp Gin Leu lie Leu Cys Cys Uu 
460 465 470 

TAT GGT GTT GCA AAG GTT TGT CAA TTA GAA CTC ACA TTC AGG GAG ATA 1494 
Tyr Gly Val Ala Lys Val Cya Gin Leu Glu Leu Thr Phe Arg Glu He 
475 480 485 

CTC AAC AAT TAC AAA AGA GAA GCA CAA TGC AAG CCA GAA GTrTTTTCA 1542 
Leu Asn Asn Tyr Lys Arg Glu Ala Gin Cys Lys Pro Glu Val Phe Ser 
490 495 500 

AGT ATC TAT ATT GGG AGT ACG AAC CGT AAT GGG GTA TTA GTA TCG CGC 1 590 
Ser He Tyr He Gly Ser Thr Asn Arg Asn Gly Val . Leu Val Ser Arg 
505 510 515 520 

CAT GTT GGT ATC ATT ACTTTT TAC AAT GAG GTA TTT GTT CCA GCA GCG 1638 
His Val Gly lie He Thr Phe Tyr Asn Glu Val Phe Val Pro Ala Ala 
525 530 535 

AAG CCT TTC CTG GTG TCA CTA ATA TCA TCT GGT ACT CAT CCA GAA GAC 1686 
Lys Pro Phe Leu Val Ser Leu He Ser Ser Gly Thr His Pro Glu Asp 
540 545 550 

AAG AAG AAT GCT AGT GGC CAA ATT CCT GGA TCA CCC AAG CCA TCT CCT 1734 
Lys Lys Asn Ala Ser Gly Gin He Pro Gly Ser Pro Lys Pro Ser Pro 
555 560 565 
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TTC CCA AAT TTA CCA GAT ATG TCC CCG AAG AAA GTT TCA GCA TCT CAT 1 782 
Phe Pro Asn Uu Pro Asp Met Ser Pro Lys Lys Val Scr Ala Scr His 
570 575 580 

AAT GTA TAT GTQ TCT CCT TTG CGG CAA ACC AAp TTG GAT CTA CTG CTG. 1830 
Asn Val TVr Val Scr Pro Leu Arg Gin Thr Lys Uu Asp Leu Uu Uu 
585 ' 590 »595 600* 

TCA CCA AGT TCC AGG AGT TIT TAT GCA TGC ATT GGT GAA GGC ACC CAT 1 878 
Ser Pro Scr Ser Arg Scr Phe Tyr Ala Cys He Gly Glu Gly Tlu- His 
605 

GCT TAT CAG AGC CCA TCT AAG GAT TTG GCT GCT ATA AAT AGC CGC CTA 1926 
Ala Tyr Gin Scr Pro Scr Lys Asp Leu Ala Ala lie Asn Scr Arg Uu 
620 625 . 630 

AAT TAT AAT GGC AGG AAA GTA AAC AGT CGA TTA AAT TTC GAC ATG GTG 1974 
Asn Tyr Asn Gly Aig Lys Val Asn Scr Arg Uu Asn Phe Asp Met Val 
635 640 645 

AGT GAC TCA GTG GTA GCC GGC AGT CTG GGC CAG ATA AAT GGT GGT TCT 2022 
Scr Asp Ser Val Val Ala Gly Scr Leu Gly Gin He Asn Gly Gly Scr 
650 655 660 

ACC TCG GAT CCT GCA GCT GCA TTT AGC CCC CTT TCA AAG AAG AGA GAG 2070 
Thr Scr Asp Pro Ala Ate Ate Hie Scr Pro Uu Scr Lys Lys Arg Glu 
665 670 675 680 

ACA GAT ACT TGATCAATTA TAAATGGTGG CCTCTCTCGT ATATAGCTCA 2119 
Thr Asp Thr 



CAGATCCGTCCTWXn-AGCAGTCTATrCTTCTOAATAAGTCKSArrAACTGGAGCGAT^^ 
ACTGTACATOTATXnxnTAGTGAGAAGCAGCAOTTTTTAGOCAGCAAACTCrrTT^ 



rrrGAGCTATt^CCATTTCTCrrcCTGATrGAACATATCCGCT^ 
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TGAATCmAOrmCATraGCKnXSACATAACAAATCTlTATCCTAGTrGGCTC 2359 
OGGAGCK^VTrCATCAGGGTTATATTrcGTTGTCAAAAACn-ACTOTACTrA ATT^ 2419 
TrCACATmTCACrAGCAATAGCAGax:CAAATrGpTrCCTGACn^^ 

TrACAGOTATAAG<iAKKX:AACTCrAAACTATATCAATCCTTrrTXt^^ 2539 
AGTACTICrcTCTTKnXKrTACriTrcTACTGTATATrTCCAGC^^ 2599 
TCATCCCATATrcA<mSTXK:TXK:AAGTGATTTQACCATATGTGGCTrATC 2659 
<mnX:ATCTTOTCACnX>VTTCCTGATroCTTITGTAATGGTACTGTroAGT^ 2719 
GCTTACAATCAGOaTTACTGCmATATrGTTCTACTAATITrGGCT^ 2779 
ACGATIXSOTTTICrGCATCAATCAATCTITTTTAGGACAAGATATn^ 2839 
TKXX^AAATrOCAATrAATCCAGAAQTCTACXXroTriTAT^ 2899 
ACmSAATCAATATGAATCAGTCATCCTGATAGATGTTCATCTGGTTATrcCAAAC^ 
GACAT«K>iTCnxnTrC!XK:AAGTCAGATGAAGAAAACCTGAAATGCTATCACCATITAA3019 
AACATKKKn-TXmXSAAGTrCAGGTOATrAGCAGGAGACGTrCTGACArrGCCATra^ 
TOrACGOTAGTCATCGCAGGAGACGTTCTTAAACAGCAGCTGCTanTX^ 
TCroATTOTATroACCAAGAGa^T«:ACCTTGCCTTATGGTACTAACT^ 
OACGCraACrCATXnGCATAATGCCAGATGCITAACCATCTrrAGGAGCTCAT^ 
TTXXVVGCIXK: ACanXJTCAA ATXnGAAGGC<XTGCAAGGCmCCAGG<XGC^ 3319 
TCCTroCTrCTroAAGATACATATGOTQ<XACCTAAATAAAAGCrGTrTCT^ 
TXnCCrroACATXn-CAACAGATTAffroTrGGGTrGCAGTCATGTGGTGTTTAAGT^ 




AGAA<KXXSAGAAGTtV^TKKnX3CCAa:ATroTGATC(rr^ 

TCAGAGCrACTrGTI<K:0AOCAAACGQAGG<KXUTATAOGTroATA0a:AATI^ 
TXn-ATATACAAGOVGCXKJATTTOTITAQAGTrAG<?rrrrGAGATGCATCAl i iv.. . .CA 3619 
CATCTOATrcitmstcnTCTAACTtXWAGTCGOGTAGAA^ 

AATrnCACCGAATAATTTOCTAGanTrrTCAGTATGAAATCCTTGTCTTAAAAAAAA^ 3739 
AAAAAAAA 

(2) INFORMACISn PAHA lA SEC ID NO: 2: 

(i) CARACTERfSTICAS DE liA SECUENCIA: 

(A) LONGITOD: 683 aminoScldOS 

(B) TIPO: atninoScido 
(D) TOPOLOGfA: lineal 

(ii) TtPO DB HOIifiCOLA: proteina 

(xi) DESCRIPCI6n DE UV SECOENCIA: SEC ID HO: 2: 



Met Glu Cys Phe Gin Ser Asn Leu Ghi Lys Met Glu Lys Leu Cys Asn 
,5 »0 " 

Ser Asn Ser Cys Lys Gly Glu Leu Asp Phe Lys Ser He Leu He Asn 
20 25 30 

Asn Asp iy He Pro Tyr Asp Glu Asn Ser Ihr Gly A^ Ser Hir Asn 
35 40 45 

Leu Gly His Ser Lys Cys AU Phe Glu Hur Leu Ala Ser Pro Thr Lys 
50 55 60 

nir lie Lys Asn Mel Leu -mr Val Pro Ser Ser Pro Leu Ser Pro Ala 
65 70 75 80 
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Thr Gly Gly Ser Val Lys He Val Gin Met Thr Pro Val Thr Ser Ala 
85 90 95 

Met Thr TTw Ala Lys Ttp Leu Arg Glu Val He Ser Ser Leu Pro Asp 
•100 >05 110, 

Lys Pro Ser Ser Lys Leu Gin Gin Phe Leu Ser Ser Cys Asp Arg Asp 
115 120 125 

Leu Thr Asn Ala Val Tlir Glu Arg Val Ser lie Val Leu Glu Ala He 
130 135 140 

Phe Pro Tiff Lys Ser Ser Ala Asn Arg Gly Val Ser Leu Gly Leu Asn 
145 150 - 135 160 

Cys Ala Asn Ala Phe Asp He Pro Trp Ala Glu Ala Arg Lys Val Glu 
165 170 175 

Ala Ser Lys Leu Tyr TVr Arg Val Leu Glu Ala He Cys Arg Ala Glu 
180 185 190 

Leu Gin Asn Ser Asn Val Asn Asn Leu Thr Pro Leu Leu Ser Asn Glu 
195 200 205 

Arg Phe His Arg Cys Leu He Ala Cys Ser Ala Asp Leu Val Leu Ala 
210 215 220 

Thr His Lys Thr Val He Met Met Phe Pro Ala Val Leu Glu Ser Thr 
225 230 235 240 

Gly Leu Thr Ala Phe Asp Leu Ser Lys He He Glu Asn Phe Val Arg 
245 250 255 

His Glu Glu Thr Leu Pro Arg Glu Leu Lys Arg His Leu Asn Ser Leu 
260 265 270 
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Glu GIu Gin Leu Leu GIu Ser Met Ala Tip Glu Lys Gly Ser Ser Leu 
275 280 285 

Tyr Asn Ser Leu He Val Ala Arg Pro Ser Val Ala Ser Glu lie Asn 
290 • .295 300 

Arg Leu Gly Leu Leu Ala GIu Pro Met Pro Ser Leu A^ Asp Leu Val 
305 310 315 320 

Ser Arg Gin Asn Val Arg He Glu Gly Leu Pro Ala Thr Pro Ser Lys 
325 330 335 

Lys Arg Ala Ala Gly Pro Asp Asp Asn Ala Asp Pro Arg Ser Pro Lys 
340 ' 345 350 

Arg Ser Cys Asn Glu Ser Arg Asn Thr Val Val Glu Arg Asn Leu Gin 
355 360 365 

Thr Pro Pro Pro Lys Gin Ser His Met Val Ser Thr Ser Leu Lys Ala 
370 375 380 

Lys Cys His Pro Leu Gin Ser Thr Phe Ala Ser Pro Thr Val Cys Asn 
385 390 395 400 

Pro Val Gly Gly Asn Glu Lys Cys Ala A^ Val Thr He His He Phe 
405 410 415 

Phe Ser Lys Be Leu Lys Leu Ala Ala lie Arg He Arg Asn Uu Cys 
420 425 430 

Glu Arg Val Gin Cys Val Glu Gin Thr Glu Arg Val Tyr Asn Val Phe 
435 440 445 

Lys Gin He Leu Glu Gin Gin Thr Thr Leu Phe Phe Asn Arg His He 
450 455 460 
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Asp Gin Uu lie Leu Cys Cys Leu Tyr Gly Val Ala Lys Val Cys Gin 
465 470 475 480 

Uu Glu Leu TTir Phe Aig Olu lie Leu Asn Asn Tyr Lys Arg Glu Ala 
. 485. 490 ,495 

Gin Cys Lys Pro Glu Val Phe Ser Ser lie Tyr lie Gly Ser Thr Asn 
500 505 510 

Arg Asn Gly Val Leu Val Ser Arg His Val Gly lie He Thr Phe Tyr 
515 520 525 

Asn Glu Val Phe Val Pro Ala Ala L>'S Pro Phe Leu Val Ser Uu He 
530 535 540 

Ser Ser Gly Thr His Pro Glu Asp Lys Lys Asn Ala Ser Gly Gin lie 
545 550 555 560 

Pro Gly Ser Pro Lys Pro Ser Pro Phe Pro Asn Leu Pro Asp Met Ser 
565 570 575 

Pro Lys Lys Val Ser Ala Ser His Asn Val Tyr Val Ser Pro Leu Arg 
580 585 590 

Gbi Thr Lys Uu Asp Uu Uu Leu Ser Pro Ser Ser Arg Ser Phe Tyr 
595 600 605 

Ala Cys He Gly Glu Gly Thr His Ala Tyr Gin Ser Pro Ser Lys Asp 
610 615 620 

Leu Ala Ala He Asn Ser Arg Uu Asn TVr Asn Gly Arg Lys Val Asn 
625 630 635 640 

Ser Arg Leu Asn Phe Asp Met Val Ser Asp Ser Val Val Ala Gly Ser 
645 650 655 




Leu Gly Gin He Asn Gly Gly Ser Thr Ser Asp Pro Ala Ala Ala Phe 
660 665 670 

Ser Pro Leu Ser Lys Lys Arg Glu Thr Asp Thr 
675.' . 680 



0 
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INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO -ORGANISMO 



El micro-organismo a que se hace referenda en la pagina 
7 de la descripcion ha sido depositado en la institucion 
siguiente : 



10 

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO (CECT) 
Departamento de Microbiologla 
Facultad de Ciencias Biol6gicas 
46100 BURJASOT (Valencia) 
15 Espana 



Identif icaci6n del depositor pBS.Rbl 
Fecha de deposito: 12 Junio 1996 
No. de orden: 4699 



20 



Estas indicaciones aparecen reflejadas en el formulario 
PCE/RO/134 adjunto al petitorio. 
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RE I VIND I C AC I ONE S 

1. Uso de una protelna de retinoblastoma (Rb) para el 
control del crecimiento de celulas vegetales y/o virus 

5 vegetales . 

2. Uso de . acuerdo con la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque el virus requiere la integridad de 
un motivo de aminoacidos LXCXE en una de sus protelnas 

10 para la reproducci6n normal. 

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el 
virus es un Geminivirus. 

15 4 . Un procedimiento para controlar el crecimiento de 
una celula vegetal o de un virus vegetal dentro de esa 
celula, que comprende el aumento o disminucion del nivel 
y/o actividad de una protelna de retinoblastoma en esa 
celula vegetal . 

20 

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, 
caracterizado porque el nivel de proteina se aumenta por 
aplicacion directa. 

25 6, Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaci6n 4, 
caracterizado porque el nivel de proteina se aumenta 
mediante la introduccidn de ADN o ARN que codifica para 
su expresi6n, en la c€lula vegetal que se desea tratar. 

30 7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, 
5 6 6, en el que la proteina se sobre-expresa . 



35 



8- Un procedimiento para controlar el crecimiento de 
una celula vegetal o de un virus vegetal, que comprende 
expresar una proteina Rb o un fragmento peptidico de la 
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15 



25 



30 
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misma que interacciona con el motive LXCXE del virus, 
pero no afecta al f uncionamiento normal de la celula, de 
forma que se inhibe el crecimiento vegetal o el 
crecimiento viral normal . 

9 . Acido nucleico recombinante que codif ica para la 
expresion de una proteina Rb que tiene una o varias 
caracteristicas de la proteina Rb vegetal no compartidas 
por la proteina Rb animal . 

10. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9, 
caracterizado porque comprende una o varias regiones 
caracteristicas que difieren del acido nucleico de la 
proteina Rb animal conocido. 



11. Acido nucleico recombinante en forma de ADN o ARNc 
que codifica para una proteina Rb vegetal que tiene 
subdominios de bolsillo A y B que tienen una secuencia 
con una homologia del 3 0% al 75% con la proteina Rb 

20 humana. 

12. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 11/ 
que tiene una secuencia con una homologia del 3 0% al 75% 
con la proteina de retinoblastoma Rb pl30. 



13 . Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 11 
6 12, caracterizado porque tiene una homologia del 50% al 
64% con la proteina de retinoblastoma Rb animal o pl30. 

14. Acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 11 a 13 que codifica para el aminoacido 
C706 de la Rb humana. 
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15. Acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 11 a 14 en la que la secuencia 
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espaciadora entre los bolsillos A y B no se conserva con 
respecto a proteinas animales. 

16. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicaci6n 15, 
en el que la secuencia espaciadora tiene una homologia 
menor del 50% con respecto a la misma regi6n encontrada 
en proteinas de retinoblastoma animal. 

17 . Acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 11 a 16 que tiene una homologia del 80% 
o mayor con el de la SEC NO 2 . 

18. Acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 17, 
en el que la homologia es del 9 0% o mayor. 

19. ADN recombinante que comprende una secuencia que 
corresponde a la SEC ID No 1, bases 31 a 2079. 

20. ADN recombinante que comprende una secuencia que 
corresponde a la SEC ID No 1 o que corresponde a ARN que 
codif ica para el clon de ADNc de maiz que codif ica ZmRbl 
de SEC ID No 2. 

21. Protelna codif icada por el ADN o el ARN recombinante 
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 
a 20 o nuevas proteinas derivadas de dicho ADN o ARN, y 
protelna derivada de ADN o ARN que se produce de forma 
natural alterado por medios mutagenicos. 

22. Protelna de acuerdo con la reivindicacion 21, en la 
que el medio mutagenic© comprende mutagenesis usando 
cebadores de PCR mutagenicos. 

23. ADN o ARN* antisentido de un gen que codif ica una 
proteina retinoblastoma de planta, un gen que posee la 
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secuencia de acido nucleico como la que se reivindica en 
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20. 

24. Vectores, celulas, plantas o animales que comprenden 
5 el ADN o el ARN de acuerdo con una cualquiera de las 

■ reivindicaciones 11 a 21. 

25. Un metodo de controlar el crecimiento y/o la 
proliferaci6n de una celula vegetal o de un virus de 

10 plantas que comprende la disminucion de los niveles de 
proteina retinoblastoma de plantas en la celula por 
incorporacion a la celula de ADN o ARN antisentido a la 
proteina retinoblastoma . 

15 26. ADNc que codifica una proteina como se reivindica en 
la reivindicacion 21. 

27. Un Scido nucleico que codifica una proteina en la 
que uno o mas de estos sitios estan alterados o 

20 delecionados, haciendo a la proteina mas resistente a la 
fosforilacion y asi, a su f uncionalidad/ por ejemplo, 
union a E2F o similares. 

28. Una proteina codificada por el Scido nucelico que se 
25 describe en la reivindicacion 27. 
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RESUHEN 

La presente invencion se basa en el aislamiento y 
caracterizacion de una secuencia de ADN de celulas de 
5 plantas que codifica una proteina retinoblastoma. Dicho 
hallazgo esta basado en las propiedades estructurales y 
funcionales de la proteina retinoblastoma de plantas como 
posible regulador del ciclo celular, del crecimiento 
celular y de la dif erenciacion celular en plantas. Por 

10 todo ello, se reivindican, entre otros aspectos, la 
utilizacion de la proteina retinoblastoma o de la 
secuencia de ADN que la codifica en el control del 
crecimiento de celulas vegetales, plantas y/o virus 
vegetales, asx como la utilizaci6n de vectores, celulas, 

15 plantas o animales o celulas animales modificados a 
traves de la manipulaci6n de la ruta de control basada en 
la proteina retinoblastoma de plantas. 
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Referencia del expediente del 
solicitante o del mandataho 



Solicitud intemacional n** , 



n 1 ^0 



INDICACION RELATIVA AL DEPOSITO DE UN MICRO-ORGANISMO 

(Regla 13 bis del PCT) 



A. Las indicaciones se refieren al microorganismo mencionado en la descripcion 

pdgina 7 .li'nea 32 y siquxentes 



B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO 
pBS.Rbl 



Otros depdsitos estan identificados en una hoja suplementaria 



□ 



Nombre de la instituci6n de dep6sito 

COLECCION ESPAfJOLA DE CULTIVOS TIPO (CECT) 



Direccion de la instituci<5n de dep<5sito (comprendidos el distrito postal y el pais) 

Departamento de Microbiologia 
Facultad de Ciencias Biologicas 
46100 BURJASOT (Valencia) 
ESPAfiA 



Fecha de depdsito 

12 JUNIO 1996 


n° de orden 

4699 


C. INDICACIONES SUPLEMENTARIAS (en caso necesario) 


Se adjunta una hoja separada para 
la continuaci6n de estos datos 


□ 



D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES 

(caso de que las indicaciones no se faciliten para todos los estados designados) 



E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (en caso necesario) 



Las indicaciones numeradas a continuacion seran presentadas posterionnente en la Oficina intemacional (especificar la naturaleza 
general de las indicaciones por ejem. "n" de orden del dep6sito") 



Reservado a la oficina receptora 



Esta hoja ha side recibida al mismo tiempo que la 
solicitud intemacional 



Funcionario autorizado 




Reservado a la Oficina intemacional 



I I Esta hoja se ha recibido en la Oficina intemacional el: 



Funcionario autorizado 



Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992) 



